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I. RÉSUMÉ EN FRANÇAIS 
 
L’objectif de ce projet vise à déterminer la valeur pronostique et les voies de signalisation 
oncogéniques associées à l’expression des micro-ARNs dans le carcinome épidermoïde 
de la langue mobile. De plus, nous évaluerons l’interaction entre les micro-ARNs identifiés 
et leurs gènes cibles potentiels. Nous avons réalisé un dépistage de micro-ARNs auprès 
de notre cohorte institutionnelle (n= 58 patients). Nous avons identifié cinq micro-ARNs à 
valeur pronostique, dont quatre se retrouvent co-exprimés (miR-18a, miR-92a, miR-103, 
et miR-205). L’analyse multivariée démontre que l’expression du miR-548b (p = 0.007) et 
du miR-18a (p = 0.004, représentatif des 4 micro-ARNs co-exprimés) sont des marqueurs 
pronostic indépendants du carcinome épidermoïde de la langue mobile. Ces trouvailles 
ont également été validées dans la cohorte TCGA (The Cancer Genome Atlas) (n=131) 
pour les 2 micro-ARNs (miR-548b; p = 0.027, et miR-18a: p = 0.001). L’analyse bio-
informatique a permis d’identifier les gènes PTEN et ACTN4 comme cibles régulées 
directement par les 4 micro-ARNs co-exprimés ainsi que le miR-548b, respectivement. 
De plus, nous observons des corrélations significatives entre les 5 micro-ARNs identifiés 
et leur gènes cibles respectifs. Ces dernières ont été validées auprès des deux cohortes 
à l’étude (miR-18a/PTEN: p < 0.0001; miR-92a/PTEN: p = 0.0008; miR-103/PTEN: p = 
0.008; miR-203/PTEN: p = 0.019; miR-548b/ACTN4: p = 0.009). 
 
Mots clés 
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II. RÉSUMÉ ANGLAIS 
 
The purpose of this study was to determine the prognostic value and oncogenic 
pathways associated to miRNA expression in squamous cell carcinoma of the oral 
tongue and to link these miRNA candidates with potential gene targets. We 
performed a miRNA screening within our institutional cohort (n = 58 patients) and 
reported five prognostic targets including a cluster of four co-expressed miRNAs 
(miR-18a, miR-92a, miR-103, and miR-205). Multivariate analysis showed that 
expression of miR-548b (p = 0.007) and miR-18a (p = 0.004, representative of co-
expressed miRNAs) are independent prognostic markers for squamous cell 
carcinoma of the oral tongue. These findings were validated in The Cancer 
Genome Atlas (TCGA) cohort (n=131) for both miRNAs (miR-548b: p = 0.027; 
miR-18a: p = 0.001). Bioinformatics analysis identified PTEN and ACTN4 as direct 
targets of the four co-expressed miRNAs and miR-548b, respectively. Correlations 
between the five identified miRNAs and their respective targeted genes were 
validated in the two merged cohorts and were concordantly significant (miR-
18a/PTEN: p < 0.0001; miR-92a/PTEN: p = 0.0008; miR-103/PTEN: p = 0.008; 
miR-203/PTEN: p = 0.019; miR-548b/ACTN4: p = 0.009). 
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III. LISTE DES SIGLES ET DES ABRÉVIATIONS 
 
Anglais: 
AUC: area under the curve;  
CI: confidence intervals;  
FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded;  
HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma;  
HPV: human papilloma virus;  
OCC: oral cavity carcinoma;  
SCCOT: squamous cell carcinoma of the oral tongue;  
TCGA: the cancer genome atlas. 
 
Français: 
CECO: carcinome épidermoïde de la cavité orale 
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Malgré les avancées thérapeutiques en oncologie, les cancers de la cavité orale 
demeurent avec un pronostic défavorable 1. Les cancers de la cavité orale 
possèdent un haut potentiel d’envahissement des structures avoisinantes, en 
raison de leur localisation et relation intime avec les structures nerveuses, 
vasculaires et lymphatiques, 2. Cet envahissement local est également associé à 
un risque important de métastases ganglionnaires et de métastases à distance 3. 
Par ailleurs, en plus de leurs caractéristiques biologiques agressives, ces cancers 
peuvent altérer de manière importante plusieurs fonctions essentielles, telles que 
l'élocution, la mastication, la déglutition et la respiration 4. 
 
Au cours des dernières décennies, on rapporte en cancérologie tête et cou une 
hausse inquiétante de cancers de la cavité orale auprès d’une jeune population de 
patients sans facteurs de risques identifiables 5. Cette population se distingue du 
groupe de patients présentant typiquement des antécédents de tabagisme et 
d’abus d’alcool. Par ailleurs, on note une augmentation marquée de cancers de 
l’oropharynx liés à une infection au virus du papillome humain (VPH), chez une 
jeune population de patients. Toutefois, cette association au VPH n’a pu être 
établie pour les cancers de la cavité orale 6.  Ces jeunes patients avec cancers de 
la cavité orale, démontrent ainsi des caractéristiques épidémiologiques distinctes, 
suggérant des mécanismes carcinogènes différents. Ces constatations supportent 
un besoin croissant d’approfondir notre compréhension en biologie moléculaire 
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personnalisés aux individus. Des traitements ciblés pourraient ainsi améliorer le 
pronostic et la survie de ces patients atteints de cancers avec une biologie 
cellulaire agressive.  
 
Dans notre étude, il a été possible de confirmer le rôle pronostic des micro-ARNs 
en tant que biomarqueurs impliqués dans la régulation des cancers de la langue 
mobile. Les 5 micro-ARNs identifiés ont également permis de prédire la survie 
globale de patients. Il a été ensuite possible d’identifier deux gènes (PTEN et 
ACTN4) ciblés par les micro-ARNs, et d’établir une association avec la voie de 
signalisation commune PI3K/Akt. Nos résultats supportent ainsi l’existence d’une 
régulation épigénétiques importantes associées au développement du cancer de 
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VIII. OBJECTIFS  
 
L’objectif de cette étude est d’identifier les micro-ARNs spécifiquement exprimés 
dans les carcinomes épidermoïdes de la langue mobile et d’évaluer leur rôle 
pronostic. De plus, nous évaluerons les voies de signalisation oncogéniques 
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IX. RECENSION DES ÉCRITS  
 
IX.I Revue des cancers de la cavité orale  
 
IX.Ia. Épidémiologie des cancers de la cavité orale 
 
La cavité orale se définit comme l’entrée de tractus aérodigestif supérieur. Celle-
ci débute aux lèvres et se termine au niveau de la surface antérieure des piliers 
amygdaliens 7. La cavité orale est tapissée d’un épithélium stratifié 8, constituant 
une interface de contact continuellement exposée à diverses particules exogènes, 
dont certaines comportent des caractéristiques carcinogènes. Les cancers 
primaires de la cavité orale peuvent avoir pour origine la surface épithéliale, la 
sous-muqueuse, les tissus mous ou les glandes salivaires mineures, alors que les 
lésions odontogènes constituent une entité clinique distincte. Parmi les divers 
sous-types histologiques de tumeurs observées dans la cavité orale, les 
carcinomes épidermoïdes constituent près de 90% des tumeurs malignes 9. 
 
À l’échelle mondiale, les cancers de la tête et du cou se situent au 6ème rang parmi 
les cancers ayant le plus haut taux de mortalité 10. Le Sud de l’Asie demeure la 
région ayant la plus grande incidence de cancers tête de cou. Cette incidence 
augmentée résulte entre autres d’un usage plus important de produits de tabacs 
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Avec une hausse récente des carcinomes épidermoïdes de la cavité orale (CECO) 
chez une jeune population sans facteurs de risque, plusieurs études se sont 
penchées sur l’importance des caractéristiques démographiques dans le 
développement tumoral 12. À ce jour, il n’existe aucun consensus clair concernant 
le rôle pronostic de l’âge initial au diagnostic de cancers de la cavité orale 13. 
Toutefois, plusieurs études dans la littérature soulèvent l’importance d’une 
catégorisation en fonction de l’âge, permettant de comparer les issues 
oncologiques des jeunes patients à celles des patients âgés 14. On note toutefois 
une grande hétérogénéité dans la définition permettant de subdiviser ces deux 
populations, ce qui entraine une difficulté de comparaison entre les études 15-16. 
 
La contribution du sexe dans le développement des cancers de la cavité orale 
demeure incertaine.  Malgré que plusieurs études ont soulevé une hausse 
importante des CECO chez les jeunes femmes au courant des dernières 
décennies 17, cette constatation demeure variable entre les études.  On note 
également qu’il existe une variabilité à l’égard du pronostic rapporté chez les 
jeunes patients avec CECO. Tandis que certaines études suggèrent une 
augmentation du risque de récurrences, de métastases et de mortalité 18-19, 
d’autres études suggèrent plutôt une survie améliorée 20. Dans une étude de 
Myers et collaborateur 21, les auteurs ont effectué une analyse par séquençage 
complet de l’exome afin comparer les échantillons tumoraux des jeunes patients 
et des patients âgés. Ces derniers ont noté un profil génomique similaire entre les 
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processus génétiques et épigénétiques impliqués dans les CECO, pour une 
pathologie qui demeure hétérogène. 
 
IX.Ib. Anatomie de la cavité orale 
 
La cavité orale est subdivisée en sept sous-sites distincts. On y compte la langue 
mobile, le plancher buccal, la muqueuse jugale, les gencives, le trigone rétro-
molaire, le palais dur et les lèvres 7. Cette région anatomique permet de multiples 
fonctions essentielles, tels que la mastication, la gustation, la déglutition, 
l’élocution et la respiration 22. Une atteinte de l’intégrité de cette région, en 
l’occurrence par un envahissement tumoral, occasionne ainsi une importante 
altération fonctionnelle auprès des patients, et un handicap affectant 
significativement leur qualité de vie 23. La langue mobile représente la région la 
plus fréquemment atteinte par les cancers de la cavité orale. Près de 60% de ces 
tumeurs se retrouvent au niveau des deux tiers antérieurs de langue, 
majoritairement au niveau du bord latéral ou de la surface ventrale 24.  
 
La langue mobile comporte un arrangement tridimensionnel complexe comprenant 
une musculature intrinsèque et extrinsèque. L’intégrité de ces muscles permet à 
la langue de générer une force importante, et lui confère une mobilité 
multidirectionnelle. Parmi la musculature intrinsèque, on compte les muscles 
longitudinaux supérieurs et inférieurs, les muscles transverses et verticaux, ayant 
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exclusivement par le nerf crânien hypoglosse (XII). Par ailleurs, les muscles 
extrinsèques de la langue, incluant le muscle génioglosse, hyoglosse, styloglosse, 
palatoglosse et glossopharyngé, présentent tous une origine osseuse.  Ceux-ci 
sont innervés par le nerf hypoglosse (XII), à l’exception du muscle palatoglosse 
qui est innervé par le nerf vague (X) 25.  
 
Les études antérieures ont démontré une association significative entre le degré 
d’invasion tumorale et le pronostic des patients avec CECO 26. Toutefois, 
l’évaluation histopathologique de l’invasion tumorale de la langue mobile demeure 
laborieuse à cause de la distribution et de l’arrangement hétérogène de fibres 
musculaires. Certains repères anatomiques clés sont alors utilisés dans 
l’évaluation pathologique et radiologique de la profondeur d’invasion tumorale. 
Parmi ceux-ci, on compte le septum fibro-adipeux paramédian, qui permet la 
séparation des muscles génioglosse (médial) et hypoglosse (latéral) 27. Par 
ailleurs, on compte dorénavant la profondeur d’invasion (Depth of Invasion ; DOI)) 
figurant parmi les critères d’évaluation de la taille (T) tumorale dans la cavité orale 
28. 
 
La langue mobile est composée d’un riche réseau lymphatique, impliquant de 
multiples voies de drainage. Dans les cancers de la langue mobile, on retrouve 
des métastases cervicales fréquentes, estimées chez près de 30% des patients 
avec un examen clinique négatif 29. Les réseaux lymphatiques de la langue mobile 
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antérieur et comprend les chaînes ganglionnaires sous-mentonnières et sous-
maxillaires. Le réseau de drainage latéral comprend les chaînes lymphatiques 
jugulaires supérieures, moyennes et inférieures, qui représentent les zones II, III 
et IV, respectivement. De plus, on compte un réseau lymphatique médial qui 
implique les zones I et III, permettant un drainage lymphatique bilatéral 2. Dans les 
cancers de la langue mobile, on estime une atteinte ganglionnaires affectant 
majoritairement les zones I, II et III. On décrit également un taux non-négligeable 
de métastases de la zone IV (0-10%), observé principalement pour les tumeurs du 
bord antérieur de la langue mobile, et une atteinte moins fréquente de la zone V 
(postérolatérale) dans 0-2% 30. 
 
IX.Ic. Histologie de la cavité orale  
 
Le développement des cancers d’origine épithéliale été décrit comme un 
processus impliquant un continuum de changements histologiques. Ces 
modifications cellulaires débutent par des changements dysplasiques progressifs 
évoluant au développement de carcinome épidermoïde invasif 31. Les carcinomes 
épidermoïdes se caractérisent également selon leur grade histologique et leur 
degré la différentiation cellulaire (grade I à IV). Les tumeurs pauvrement 
différentiées (grade IV) ont ainsi les caractéristiques biologiques les plus 
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Les carcinomes épidermoïdes ont comme origine la surface épithéliale de la 
muqueuse de la cavité orale, et sont caractérisés par des îlots et cordons de 
cellules épidermoïdes invasives.  Cette invasion cellulaire se définit par une 
extension de l’infiltration tumorale au-delà de la membrane basale et du tissu 
conjonctif sous-épithélial 33. L’invasion tumorale se poursuit en profondeur 
jusqu’aux tissus sous-jacents incluant les tissus adipeux, la musculature et les 
structures osseuses, entrainant une destruction locale progressive. L’évolution 
des cellules tumorales engendre également une réponse inflammatoire et une 
réaction immunitaire focale induisant des foyers de nécrose. Au niveau cellulaire, 
on note des changements éosinophiliques au niveau du cytoplasme, ainsi que des 
phénomènes d’hyperchromatisme et de pléomorphisme nucléaire. De plus, on 
retrouve fréquemment de débris épithéliaux caractéristiques contenant des amas 
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IX.II Carcinogénèse des cancers de la cavité orale 
 
IX.IIa. Changements génétiques et épigénétiques des cancers de la cavité orale 
 
Le processus d’oncogenèse de la cavité orale comprend un ensemble de 
changements cellulaires complexes impliquant des facteurs endogènes et 
environnementaux. Suite à l’exposition de divers facteurs de risque, tel que le 
tabagisme, l’abus d’alcool et l’infection du virus du papillome humain (VPH), on 
note des modifications génétiques et épigénétiques cumulatives favorisant le 
développement et la progression tumorale 35-36. 
 
Parmi les processus génomiques impliqués, on observe des changements 
irréversibles de la séquence d’ADN, engendrés par une série d’altérations, 
impliquant des phénomènes de délétions, d’amplifications et des mutations. Ces 
modifications génétiques induisent des changements favorisant l’activation 
d’oncogène et l’inactivation de gènes de suppresseur de tumeur 37. Parmi les 
gènes impliqués dans le développement des carcinomes épidermoïdes la cavité 
orale, on compte fréquemment le gène codant pour le p53, présentant des 
mutations dans près de 60% des tumeurs 38. On retrouve également des 
altérations du récepteur du facteur de croissance épithélial (EGFR), surexprimé 
dans près de 30% des cancers de la cavité orale 39 (49), ainsi que des mutations 
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Par ailleurs, on retrouve les changements épigénétiques jouant un rôle important 
dans le processus de carcinogénèse de la cavité orale. Ces modifications se 
définissent comme toute altération de l’expression génétique acquise sans atteinte 
propre de la séquence d’ADN. Ces changements se produisent plus fréquemment 
que les mutations génétiques et influencent le processus de transcription sous 
diverses formes. Une altération de ces mécanismes cellulaires entraine ainsi une 
expression génétique aberrante favorisant la progression tumorale.  Parmi les 
mécanismes épigénétiques impliqués, on compte la méthylation d’ADN, les 
modifications d’histone, et le silençage d’ARN par processus post-transcriptionnel 
41.  
 
IX.IIb. Méthylation d’ADN 
 
La méthylation d’ADN représente la modification épigénétique la plus 
fréquemment observée et étudiée 42. Ce processus implique les enzymes ADN 
méthyltransférases, et permet la méthylation des dinucléotides CpG localisés dans 
la région terminale 5’ des gènes. Ces dinucléotides sont dispersés au niveau du 
génome, et localisés majoritairement au niveau de promoteurs des gènes 
suppresseurs de tumeurs. Lors d’un processus d’hyperméthylation, on assiste 
donc à une répression des gènes suppresseurs, favorisant la croissance cellulaire 
et la progression tumorale. 43-44. Dans les cancers de la cavité orale, près de 40 
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compte des gènes régulateurs du cycle cellulaire, de l’apoptose, de l’adhésion, de 
la signalisation cellulaire et de la réparation d’ADN 45. 
 
IX.IIc. Les modifications des histones  
 
La chromatine constitue une structure dynamique impliquée dans plusieurs 
processus cellulaires. Les histones et les modificateurs de chromatines 
engendrent des changements architecturaux nécessaires à la fonction cellulaire. 
Les histones supportent la chromatine sous forme nucléosomes. Ces derniers 
peuvent subir plusieurs modifications impliquant des processus d’acétylation, de 
méthylation, de phosphorylation et d’ubiquitylation, induisant des changements de 
l’expression des gènes 46. Plusieurs études suggèrent une implication du 
processus de dé-acétylation des histones dans le développement de tumeurs 
malignes 47-48. Ce mécanisme médié par l’histone de-acéthylase (HDAC) 
engendre une polarisation des histones, leur permettant d’interagir avec les brins 
d’ADN. Cette interaction structurale induit subséquemment une répression de la 
transcription, et un silençage des gènes. Chang et collaborateurs 49 ont par ailleurs 
démontré une surexpression de l’HDAC dans les CECO. De plus, on note un rôle 
antinéoplasique prometteur par l’usage d’inhibiteurs de l’HDAC. Ces derniers ont 
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IX.III. Le rôle des micro-ARNs dans les CECO 
 
IX.IIIa. Le silençage post-transcriptionnel d’ARN 
 
Les micro-ARNs (miRs) constituent des petits brins d’ARN non-codants d’une 
longueur d’environ 22 nucléotides, permettant la régulation de l’expression 
génique via un processus épigénétique post-transcriptionnel 51. L’activité des miRs 
se manifeste par la répression et une dégradation d’ARNs messagers (ARNm) 
cibles. Les miRs interagissent directement avec les ARNm en s’appariant aux 
bases complémentaires au niveau de la région 3’ UTR (3’ untranslated region) 52.  
 
À ce jour, plus de 400 miRs ont été identifiés. On estime toutefois que plus d’un 
millier seraient potentiellement impliqués dans la régulation du génome humain 53. 
Malgré qu’il existe un nombre limité de miRs occasionnant un impact fonctionnel, 
on considère que ces derniers possèdent une haute capacité de réguler 
simultanément plusieurs gènes 54. 
 
IX.IIIb. Formation et fonction des micro-ARNs  
 
La synthèse des micro-ARNs provient des régions non-codantes ou introns des 
gènes codeurs de protéines. La transcription primaire des miRs origine de 
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du gène codant. Ce processus de transcription s’effectue à l’aide de la polymerase 
ARN II. On observe ensuite une interaction intranucléaire impliquant l’ARNase III 
Drosha et le complexe microprocesseur, permettant la formation d’un micro-ARN 
précurseur. Une fois synthétisés, les miRs précurseurs sont exportés au niveau 
du cytoplasme via l’Exportin-5. Ces micro-ARNs précurseurs sont alors 
transformés en micro-ARNs matures à doubles brins par la protéine Dicer 
(RNAase III)55.  
 
Le micro-ARNs matures sont ensuite incorporés dans un complexe multiprotéique 
(RNA-induced silencing complex), qui entraine leur dégradation en un seul brin. 
Une fois ce processus complété, les miRs fonctionnels peuvent se lier de façon 
complémentaire aux ARNs situés au niveau du 5ème et 7ème nucléotide 56. Cette 
interaction est finalement suivi d’un processus de traduction, de dégradation ou de 
répression cellulaire.  
 
IX.IIIc. Le rôle des micro-ARNS dans les cancers  
 
L’expression génique est modulée par divers processus post-transcriptionnels 
impliquant l’interaction entre les ARNm et les miRs. Cette régulation a d’ailleurs 
été rapportée dans le développement de multiples cancers 57-58.  
 
Parmi les divers mécanismes oncogéniques impliqués par les miRs, on compte ; 
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- Une réduction d’expression de miRs agissant comme suppresseurs de tumeurs 
60. 
- Une hausse de miRs oncogènes, causant une répression de gènes suppresseurs 
de tumeurs 61. 
- La mutation de miRs par modifications de leurs précurseurs, causant une 
altération de leur activité fonctionnelle 62.  
- Une altération de mécanismes épigénétiques ciblés par les miRs, dont l’ADN 
méthyltransférase 63.  
- Une instabilité génomique causée par l’altération de multiples miRs découlant 
d’une région commune du gène codant 54.  
 
On note un nombre croissant d’études centrées sur le rôle des micro-ARNs dans 
le développement des cancers de la cavité orale. Les algorithmes informatisés 
sont actuellement largement utilisés afin de prédire les micro-ARNs cibles, qui sont 
ensuite validés expérimentalement. Les études actuelles suggèrent que les miRs 
agissent principalement comme oncogènes ou suppresseurs de tumeur dans les 
CECO 64.  De plus, parmi les différentes fonctions cellulaires des miRs rapportées 
dans les CECO, on note principalement des fonctions favorisant ; 1) la prolifération 
et l’apoptose 65-66, 2) le processus métastatique 67-68 et 3) la chimiorésistance 69-70.  
 
Parmi les multiples miRs répertoriés dans la littérature, une expression augmentée 
du miR-21 est fréquemment rapportée comme un facteur prédicteur indépendant 
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De manière similaire, une sous-expression combinée du miR-205 et let -7d a été 
démontrée comme un facteur prédicteur fiable de survie chez les patients avec 
cancers tête et cou 72.  
 
De plus, le profil d’expression des micro-ARNs permet de distinguer les tissus 
tumoraux des tissus sains. L’analyse d’expression des micro-ARN a été proposée 
comme modalité novatrice de détection précoce des carcinomes épidermoïdes de 
la cavité orale 73. Kimura et collaborateurs ont démontré que la surexpression 
combinée du mir-21 et du mir-205 peut servir de biomarqueur spécifique aux 
CECO 74. De plus, il est décrit que l’expression de miRs peut servir comme outil 
potentiel de détection d’une atteinte ganglionnaire métastatique. Avec la 
surexpression fréquente du miR-205 dans les cancers tête et cou, Fletcher et al. 
sont parvenus à décrire une distinction entre les profils d’expressions de différents  
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WHAT’S NEW?  
MicroRNAs (miRNAs) are increasingly recognized as key regulatory factors in 
cancer. This study examined their significance specifically in the context of 
squamous cell carcinoma of the oral tongue (SCCOT). Co-expression of four 
miRNAs was found to be inversely correlated with expression of the tumor 
suppressor PTEN, a downregulator of PI3K/Akt signaling, which is frequently 
altered in cancer. Increased expression of an additional miRNA, miR-548b, was 
inversely correlated with ACTN4, an Akt regulator. The miRNAs were further 
associated with SCCOT patient prognosis. The findings highlight potential 





It is estimated that 30,260 individuals in the United States are diagnosed annually 
with oral cavity carcinoma.1 The distinctive anatomy of the oral cavity, in close 
proximity to a dense lymphatic network and neurovascular structures, tends to 
cause rapid and aggressive local cancer invasion.2 Squamous cell carcinoma is 
the most frequently observed histological subtype, reported in 90% of head and 
neck cancers, and affects most commonly the oral tongue.3 Despite improvements 
in multimodality management, oral cavity carcinoma (OCC) has persistently shown 
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years of follow-up.4 The development of squamous cell carcinoma of the oral 
tongue (SCCOT) has been attributed to tobacco smoking and alcohol abuse,5 
while past reports failed to consistently show a clear contributive role of human 
papilloma virus (HPV).6  
Over the past decades, the overall incidence of SCCOT appears on a decreasing 
slope, due to a reduction of smoking habits.7 Meanwhile, a distinctive increase of 
oral tongue cancer has also been observed among younger patients, which do not 
present any typical risk factors.8 These changes in incidence observed over the 
past years support the heterogenic nature of oral tongue carcinoma and have been 
suggested to be driven through specific mutations and gene expression modulated 
by epidemiologically distinctive patient characteristics.9 Improved molecular 
understanding in gene expression patterns would thus play an important role in 
defining a better portrait of oral tongue carcinoma and to explore clinical 
correlations among various subgroups of patients.  
Post-transcriptional cancer regulatory processing through miRNA has been 
attributed to play an important role in gene expression and cancer regulation.10 
Advancement in microarray technologies has thus allowed improved 
characterization and screening of miRNAs and mRNAs expression within various 
tumor tissues.11 Altered regulation of miRNAs through changes in functional 
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The PI3K/Akt/mTOR signaling is frequently altered across multiple cancers.13 
Among the eight known PI3K kinase subclasses, the class I intracellular signaling 
has been acknowledge to play a role as an oncogenic driver in various cancers 
types, including solid tumors such as breast, pancreatic, and renal carcinoma.14–
16 The PI3K protein can be activated by several tyrosine kinases, enabling 
phosphorylation and production of PIP3, which serves as a downstream second 
messenger through Akt signaling activation.17 The Akt pathway induces increased 
cell proliferation and survival. In addition, the mTOR kinase activity allowing protein 
synthesis and cell growth is also dependent from regulation of the PI3K/Akt 
signaling complex.18 Therefore, the PI3K/Akt/mTOR axis is described as a whole, 
and has been the center component of emerging therapeutic anticancer agents. In 
a past clinical trial, authors demonstrated that patients which showed initial 
response to PI3Ka inhibition therapy eventually became refractory to additional 
treatment, but noted promising good response in cell line work using a combined 
therapy targeting Axl or EGFR (epithelial growth factor receptor) inhibition.19 Also, 
a recent study reported favorable clinical outcomes for head and neck squamous 
cell carcinoma (HNSCC) using buparlisib, a specific oral-specific inhibitor of the 
pan-class I PI3K family.20 Although dozens of miRNAs have been shown to 
regulate the PI3K/Akt/mTOR oncogenic signaling pathways,21 the interaction 
between miRNA regulation and these pathways specifically in SCCOT remains not 
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Among several key protein targets in cancer regulation, the implication of the 
oncogenic receptor tyrosine kinase Axl protein has been of an increased interest 
in HNSCC.22 Axl expression has been attributed in the development and 
progression of many cancers, including OCC, while increased levels appear 
associated to poor clinical outcomes.19 Moreover, Axl is an inducer of the PI3K/Akt 
signaling pathway.22 Axl expression has shown to mediate resistance to anti-
EGFR therapy (cetuximab), which is considered a major molecular target in 
HNSCC.23  
Past studies have assessed miRNA expression in HNSCC as a whole, although 
none has previously specifically evaluated SCCOT through the assessment of two 
large independent cohorts for an unbiased miRNA expression analysis. To 
improve our understanding of miRNA regulation in SCCOT population, the purpose 
of this study aimed to identify specific miRNA expression and to assess its potential 
prognostic value. In addition, we explored the main oncogenic pathways 
associated to the previously identified miRNAs. We hope that these novel 
prognostic tools and their relationship with gene expression will facilitate a better 
understanding of the disease on a molecular level and contribute to a potential 
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MATERIAL AND METHODS  
 
 
Patients and specimens  
A total of 58 patients were recruited at the “Centre Hospitalier de l’Université de 
Montreal” (CHUM) and have undergone surgical resection for primary SCCOT 
between 2010 and 2015. All patients provided informed consent to participate to 
our head and neck tumor biobank, member of the Canadian Tissue Repository 
Network. Patient information was prospectively collected through the “Système 
d’Archivage des Données en Oncologie” cancer registry. Clinical parameters, 
including patient demographics, past medical history, tobacco exposure, and 
alcohol, were recorded. In addition, oncological and pathological parameters, 
including TNM staging and nonsurgical therapy modalities details, were also 
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Table 1. 
Demographic and clinical parameters of the CHUM and TCGA SCCOT cohorts at 
time of surgery. 
 
Characteristics CHUM, no. (%) TCGA, no. (%) p  
Patients 58 (100) 131 (100)  
Age (years)   0.84 
   ≤ 50  16 (28) 34 (26)  
   > 50 42 (72) 96 (73)  
   Unknown 0 (0) 1 (1)  
Gender   0.33 
   Male 41 (71) 83 (63)  
   Female 17 (29) 48 (37)  
Tobacco use history   0.19 
   Current/reformed smokers 42 (72) 80 (61)  
   Never smokers 16 (28) 48 (37)  
   Unknown 0 (0) 3 (2)  
Alcohol use history   <0.0001 
   Yes 24 (41) 44 (34)  
   No 34 (59) 13 (10)  
   Unknown 0 (0) 74 (56)  
HPV   0.21 
   Negative 45 (78) 24 (18)  
   Positive 13 (22) 3 (2)  
   Unknown 0 (0) 104 (79)  
Tumor size (cm)   <0.0001 
   ≤ 4 (TNM pt ≤ 2) 45 (78) 36 (27)  
   > 4 (TNM pt ≥ 3) 13 (22) 80 (61)  
   Unknown 0 (0) 15 (11)  
Node status   0.0003 
   Negative 36 (62) 39 (30)  
   Positive 20 (34) 72 (55)  
   Unknown 2 (3) 20 (15)  
Living/deceased   0.28 
   Living 41 (71) 82 (63)  
   Deceased 17 (29) 49 (37)  
Survival follow-up time  
(Years, median) 
2.33 2.48 0.40 
 
p values were assessed using Pearson’s Chi-squared test for nominal variables. 
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The Cancer Genome Atlas (TCGA) is a publically available data repository in the 
form of large-scale genome sequencing database generated by the TCGA 
Research Network (http://cancergenome.nih.gov/).24,25 All 131 patients from the 
TCGA SCCOT were evaluated as an independent cohort from the CHUM cohort. 
HPV positivity was assessed by P16 immunofluorescence for the CHUM cohort 
and both by P16 immunochemistry and in situ hybridization for the TCGA cohort.  
Paraffin-embedded formalin-fixed samples were processed by the CHUM 
pathology department. Tumor and normal tissue were reviewed by trained head 
and neck pathologists (J. Guilmette and O. Gologan). All experiments of this study 
were conducted without prior knowledge of the patient survival. This study was 
approved by our Institutional Ethics Review Committee.  
 
RNA extraction  
Identification of the tumor and healthy tissue was performed on a hematoxylin and 
eosin stain for all 58 patients. On a second slice of 10 µM, nonspecific tissue was 
scrapped with a scalpel to conserve only the tumor or healthy section, which was 
transferred in a clean tube. RNA extraction was performed using RecoverAll Total 
Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Thermo Fisher Scientific) according to the 
manufacturer’s recommendations. RNA quantification was done using the 260 nm 
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MiRNA quantification  
All 58 tumor samples and the 36 matched control tissues with the highest RNA 
yield were used for the miRNA quantification step. A range of 11.3–15.0 µg and 
2.8–15.0 µg was used for tumor and healthy tissue, respectively, to perform 
reverse transcription using TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo 
Fisher Scientific). The 8 µL reaction mix contained 1X Megaplex RT Primers 
Human Pool A v2.1 (Thermo Fisher Scientific), 1X RT buffer, 2.5 mM dNTPs, 75 
µL MultiScribe RT enzyme, and 2 µL RNase inhibitor. Reverse transcription 
conditions included 40 cycles of 16°C for 2 min, 42°C for 1 min, and 50°C for 1 
min. Reaction was terminated by a 5 min incubation at 85°C.  
Preamplification was performed using a mix of 2 µL cDNA, 2.5 µL TaqMan PreAmp 
Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific) and 0.5 µL MegaPlex PreAmp Primers 
Human Pool A v2.1 (Thermo Fisher Scientific). Preamplification conditions 
included a 10 min period at 95°C, 2 min at 55°C, and 2 min at 72°C, followed by 
14 cycles of 95°C for 15 sec, and 60°C for 4 min. Reaction was terminated by a 
10 min incubation at 99.9°C.  
Real-time PCR analysis was performed using four Fluidigm 96.96 integrated fluidic 
circuits on the Biomark HD system (Fluidigm). TaqMan Universal Master Mix II, no 
UNG (Thermo Fisher Scientific) was used according to the manufacturer’s 
recommendations with 377 different miRNA TaqMan assays (Thermo Fisher 
Scientific, Supporting Information, Table S1). U6 and RNU48 were used as 
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Immunofluorescence  
Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples were collected from our 
institutional cohort. A tissue microarray including two punches of each tumor tissue 
was assembled, and immunofluorescence staining was performed as previously 
described.26 Assessment of p16 status (presence or absence) (Santa Cruz 
Biotechnologies, JC8, 1/500 dilution), Axl (R&D Systems, AF154, 1/100 dilution), 
PTEN (Spring Bioscience, SP218, 1/50 dilution), and ACTN4 (Sigma- Aldrich, 
HPA001873, 1/70 dilution) were performed in combination to the analysis of 
cytokeratin H.M.W. (Cedarlane, 34βE12, 1/500 dilution). The cytokeratin staining 
was used to determine the areas composed of epithelial cancer cells as previously 
described.26 The mean detected fluorescence intensities of Axl, PTEN, and 
ACTN4 were measured using the VisiomorphDP platform. A mean value of the two 
tumor cores for each patient was used for the analysis.  
Statistical analysis  
Gene expression and protein data were normalized using z scores for statistical 
analysis. For cohort characteristics comparison, Pearson’s Chi-squared test was 
used to compare nominal variables and t test for continuous numerical variables. 
Upregulation of miRNA in the tumor tissue was analyzed using a paired sample t 
test and Cohen’s d effect size, pairing healthy and tumor tissues within the same 
patient. A likelihood ratio test was used to evaluate hazard ratios and to perform 
the multivariate prediction model. Kaplan–Meier curves were assessed using log-
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Multivariate correlations between miRNAs expression were analyzed using 
Pearson correlation coefficient p and r values. A robust regression model using 
Huber M-estimation was used for evaluation of miRNA and target gene univariate 
correlations to prevent false positive due to aberrant outliers. Differences in miRNA 
expression between clinical groups were tested using the Wilcoxon signed-rank 
test.  
Throughout the analyses, p values <0.05 were considered statistically significant. 
Statistical analysis was performed using JMP 12.0.1 statistical software (SAS 




Descriptive data of the SCCOT CHUM and TCGA cohorts  
Demographic and clinical parameters of patients in the CHUM and TCGA cohorts 
are available in Table 1. A positive alcohol status included patients with current or 
prior alcohol use in the CHUM cohort. Patients with documented consumption of 
≥1 drink/day were considered positive in the TCGA cohort. Alcohol use history, 
tumor size, and node status differed significantly between the two cohorts. All other 
clinical parameters did not significantly vary between both groups. Importantly, 
follow-up time and overall survival were similar in the two cohorts. Unknown data 
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Selection of candidate prognostic miRNAs from a 375 miRNA screen 	
To select candidate prognostic miRNAs, we profiled the miRNA expression from 
the CHUM cohort instead of the TCGA data, as our group of patients had no 
missing data and all samples were collected from the same institution, thus 
reducing potential variations in sample collection. Also, our group of patients 
included a much greater number of paired healthy tissues than the TCGA cohort.  
We predefined a strategy to identify candidate prognostic miRNAs that tested: (1) 
detectable levels in at least 80% of the samples for reliable statistical analysis; (2) 
ROC area under the curve (AUC) ≥0.65 according to patient alive/deceased status 
at 7 years or at the end of follow-up, as an initial screening tool; (3) upregulations 
in tumor tissue in comparison to paired healthy tissue to confirm specific tumor 
miRNA expression; and (4) statistically significant hazard ratios for both studied 
cohorts using two equally distributed n = 29 low and high expression groups, as a 
second unbiased screening tool of predictive value (Table 2).  
A total of 375 miRNAs were screened within the CHUM cohort, including 58 tumor 
samples and 36 matched control tissues. The 2∆Ct miRNA values were normalized 
according to the average of U6 and RNU48 ct values. Eighty-six miRNAs were 
detected in at least 80% of tumor samples in the CHUM cohort (Supporting 
Information, Table S2).  
Eight miRNAs had ROC AUC ≥0.65 (miR-92a, miR-18a, miR-103, miR-205, miR-
548b, miR-532, miR-20a, and miR- 365; Supporting Information, Fig. S1). All eight 
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tissues (Supporting Information, Fig. S2). Only miR-92a, miR-548b, miR-18a, miR-
103, and miR-205 had significant unbiased hazard ratios and were therefore 
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Table 2.  




Tumor upregulation p values and Cohen’s d values were calculated with the use 
of paired sample t-test. Hazard ratios and their p values were calculated with the 
























miR-92a 0.654 Deletarious 0.010 0.473 4.22  
(1.49-15.04) 
0.0058 
miR-548b 0.651 Protective 0.002 0.627 0.30  
(0.08-0.84) 
0.021 
miR-103 0.660 Deletarious 0.002 0.623 2.82  
(1.04-8.93) 
0.041 
miR-18a 0.682 Deletarious 0.008 0.493 2.80  
(1.04-8.82) 
0.042 
miR-205 0.672 Deletarious 0.025 0.395 2.73  
(1.01-8.59) 
0.048 
miR-532 0.673 Deletarious 0.037 0.358 1.76  
(0.66-5.20) 
0.20 
miR-20a 0.661 Deletarious 0.0002 0.798 1.87  
(0.71-5.43) 
0.21 
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Univariate analysis of the selected five potential prognostic miRNAs  
Following the initial identification of candidate miRNAs, we assessed the 
prognostic significance of these targets within the CHUM and TCGA cohort. In 
addition, we also evaluated the reproducibility of our results in concordance to a 
previously known prognostic factor, Axl, which has been demonstrated to have a 
strong prognostic value. Increased Axl levels were associated with poor outcomes 
in SCCOT and head and neck carcinoma in two independent past studies (p< 
0.0001, HR = 2.0 and p = 0.007, HR = 1.7).22,27  
Association between expression of miR-92a, miR-548b, miR-18a, miR-103, and 
miR-205 and patient prognosis was tested in the CHUM and TCGA cohort (Figs. 
1A-E). Patients were classified according to miRNA expression levels (high or low) 
using the threshold maximizing the prediction value on a ROC curve associated to 
patient alive-deceased status (sensibility - (1 - specificity)). ROC curves and their 
respective cutoffs are shown on Supporting Information, Figure S1. A seven-year 
follow-up interval was used in both cohorts according to the longest recorded time 
assessment in the CHUM group.  
Axl protein levels were measured using immunofluorescence in the CHUM cohort 
(Supporting Information, Table S3), in addition to expression level available in the 
TCGA cohort. These results were included in the multivariate likelihood ratio test. 
In addition, the prognostic value of AXL was evaluated in both cohorts (Fig. 1F). 
Representative Axl immunofluorescence stainings are shown in Figure 1G. 
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determine the prognostic significance of the previously identified miRNAs in 
association to the known prognostic value of Axl expression.  
Significant expression differences were observed for the five miRNAs and Axl in 
the CHUM cohort, while only for miR-18a in the TCGA cohort with nonsignificant 
trends observed for the other candidates. We hypothesized that a multivariate 
analysis including clinical parameters would thus help confirm the prognostic value 



















Five miRNAs and Axl protein/RNA expression levels are prognostic for patient survival in SCCOT 
patients. Comparison of patient survival for all SCCOT patients of the CHUM and TCGA cohorts 
using the Kaplan-Meier curve estimation and log-rank test univariate survival analysis for tumor 
high (black) and low (gray) levels of (a) miR-92a, (b) miR-18a, (c) miR-103, (d) miR-205, (e) miR-
548b, and (f) Axl. Representative high and low Axl immunofluorescence stainings (g). The three 
patients from the TCGA cohort with no Axl expression data were removed from the analysis (f). 
Protein levels were used for Axl assessment in the CHUM cohort. Other analysis used miRNA and 
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Four miRNAs are co-expressed and inversely correlated with PTEN, while 
miR-548b is independently expressed and inversely correlated with ACTN4 	
 
To conduct a multivariate analysis, we assessed any potential redundancy results 
of our five candidate miRNAs, using a correlation analysis. Our findings 
demonstrated that miR- 92a, miR-103, miR-18a, and miR-205 are strongly 
correlated together, in both cohorts (Table 3). These findings appear to suggest 
an underlying co-expression process, for which the miRNAs prognostic value may 
be redundant. Multivariate analysis revealed strong correlations (p<0.0001; r 
ranging from 0.35 to 0.91) between miR-92a, miR-18a, miR-103, and miR-205 in 
both cohorts, at the exception for miR-103 and miR-205 in the TCGA cohorts (p = 
0.064), while no significant association was noted for miR-548b and the other 
candidates. Also verified was the relationship between clinical parameters (tumor 
size, node status, gender, age, HPV, smoking, and alcohol history) and miRNA 
expression (Supporting Information, Table S4). Albeit expression of the four co-
expressed miRNA is higher for patients with smoking history (p values from 0.006 
to 0.077) in the CHUM cohort, this effect was not reproduced in the TCGA cohort. 
Also, expression of miR-18a was significantly lower (p = 0.048) for patients with 
negative node status in the TCGA cohort but not in the CHUM cohort. No other 
significant difference was observed.  
Using the miRWalk2.0 validated target module,28,29 we looked for validated 
targets for miR-548b, miR-92a, miR-18a, miR-103, and miR-205 (Supporting 
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with the Axl activated PI3K/Akt pathway and observed two targets; miR-548b 
associated to ACTN4 and the four co-expressed miRNAs targeting PTEN (Fig. 
2A).  
In silico data were verified within our studied groups. As RNAs/miRNAs were 
extracted from FFPE tissues, their quality (RIN 1.00–2.40) was insufficient to 
directly quantify the expression of potential target mRNA, which were fragmented 
when compared to short miRNAs in FFPE samples.30 We therefore used the 
same tissue microarray as for Axl and p16 analysis to evaluate PTEN and ACTN4 
levels in tumor tissues (Supporting Information, Table S3). Representative high 
and low PTEN and ACTN4 immunofluorescence stainings are shown in Figures 
2B and 2C. Previously identified miRNA levels were used in the TCGA cohort. 
Data for both cohorts were normalized using z scores to test for correlation pooling 
both cohorts. z score normalization of the miRNA expressions was performed to 
confirm the inverse correlation of PTEN with miR-18a (p< 0.0001, Fig. 2D), miR-
92a (p = 0.0008, Fig. 2E), miR-103 (p = 0.008, Fig. 2F), and miR- 205 (p = 0.019, 
Fig. 2G). An inverse correlation between ACTN4 with miR-548b (p = 0.009, Fig. 
2H) was also confirmed. Correlation analysis between miRNA expression and their 
target gene was assessed separately in both cohorts. In the CHUM cohort, inverse 
correlations were significant for miR-205/PTEN (p = 0.003), miR-18a/PTEN (p = 
0.005), and miR-92a/PTEN (p = 0.021). Concordantly, in the TCGA cohort inverse 
correlations were also significant for miR-548b/ACTN4 (p< 0.0001), miR-
18a/PTEN (p = 0.0005), miR-92a/PTEN (p = 0.016), and miR-103/PTEN (p = 
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Table 3.  
Correlations between the five potential prognostic miRNAs in the two independent 
cohorts. 
 
     Pearson correlation p values   
  miR-548b miR-92a miR-103 miR-18a miR-205 
CHUM miR-548b --- 0.80 0.63 0.60 0.67 
 miR-92a 0.80 --- <0.0001 <0.0001 <0.0001 
 miR-103 0.63 <0.0001 --- <0.0001 <0.0001 
 miR-18a 0.60 <0.0001 <0.0001 --- <0.0001 
 miR-205 0.67 <0.0001 <0.0001 <0.0001 --- 
TCGA miR-548b --- 0.56 0.24 0.52 0.47 
 miR-92a 0.56 --- <0.0001 <0.0001 <0.0001 
 miR-103 0.24 <0.0001 --- <0.0001 0.064 
 miR-18a 0.52 <0.0001 <0.0001 --- <0.0001 
 miR-205 0.47 <0.0001 0.064 <0.0001 --- 
Pearson correlation r values 
  miR-548b miR-92a miR-103 miR-18a miR-205 
CHUM miR-548b --- 0.03 0.06 0.07 0.06 
 miR-92a 0.03 --- 0.69 0.68 0.91 
 miR-103 0.06 0.69 --- 0.78 0.81 
 miR-18a 0.07 0.68 0.78 --- 0.78 
 miR-205 0.06 0.91 0.91 0.78 --- 
TCGA miR-548b --- 0.05 0.10 0.06 0.06 
 miR-92a 0.05 --- 0.42 0.52 0.39 
 miR-103 0.10 0.42 --- 0.35 0.16 
 miR-18a 0.06 0.52 0.35 --- 0.45 
 miR-205 0.06 0.39 0.16 0.45 --- 
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Figure 2.  
 
miR-92a, miR-18a, miR-103 and miR-205 target PTEN while miR-548b targets ACTN4. (A) 
Illustration of the cross-referencing of miR-92a, miR-18a, miR-103, miR-205, and miR-548b 
validated targets as determined by miRWalk2.0 with the Axl activated PI3K/Akt pathway. 
Representative high and low PTEN (B) and ACTN4 (C) immunofluorescence stainings. Huber M-
estimator based robust correlation of PTEN z-scores with (D) miR-18a, (E) miR-92a, (F) miR-103, 
and (G) miR-205 for pooled data of the CHUM and TCGA cohorts. (H) Huber M-estimator based 
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Axl, miR-548b, and miR-18a are independent prognostic factors 
To proceed to a multivariate likelihood ratio test assessing overall survival 
outcomes on the same seven-year time period as for the univariate analysis, we 
subdivided our groups using standardized TNM tumor size (pT), nodal status (pN), 
and smoking status, thus comparing small (≤T2, ≤4.0 cm) and large (>T3, >4.0 cm) 
tumors, negative lymph (N0) and positive lymph node status (N+), never smokers 
and reformed/current smoking patients, respectively. Age noted at the initial 
diagnosis aimed to compare younger (≤50 years) and older (>50 years) patients. 
HPV status and past history of alcohol use were also assessed in the CHUM 
analysis, but removed from the TCGA analysis due to a high number of missing 
data causing too much bias in the multivariate analysis. Those clinical parameters 
were also tested with a univariate analysis with no significant results in the CHUM 
cohort and smoking history being the only significant factor (p = 0.034; HR = 2.00, 
CI = 1.07–4.01) in the TCGA cohort (Supporting Information, Fig. S3). As miR-18a, 
miR-92a, miR-103, and miR-205 were co-expressed, only miR-18a was included 
in the multivariate analysis as it had the most significant univariate prognostic value 
in both cohorts. Axl was also included in our model to assess the role of the 
candidate miRNAs as Axl-independent prognostic factors. Three factors appeared 
significantly correlated to overall survival in both cohorts; miR-548b, Axl, and miR-
18a expression (Table 4). In addition, nodal status was also significant but only in 
the CHUM cohort.  
The same analysis was also performed looking at progression-free survival with 
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performed the same multivariate analysis for overall and progression-free survival 
while removing the Axl parameter (Supporting Information, Table S7). The same 
parameters remained significant in the CHUM cohort while for the TCGA cohort 
miR-548b lost significance for overall survival (p = 0.070) and age for progression-
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Table 4.   
Multivariate likelihood ratio test for the two independent cohorts for overall and 
progression-free survival analysis. 
 
   
                                                          CHUM cohort                          TCGA cohort 
                             Overall survival multivariate analysis 
 P HR (95% CI) P HR (95% CI) 
Axl (high) 0.002 12.11 (2.27-108.26) 0.0007 3.75 (1.76-7.94) 
miR-18a (high) 0.004 10.17 (2.01-71.55) 0.001 5.08 (1.84-16.96) 
miR-548b (high) 0.007 0.06 (0.003-0.53) 0.027 0.42 (0.18-0.91) 
Node status (positive) 0.049 4.84 (1.01-27.50) 0.77 0.90 (0.44-1.90) 
Age (>50 years) 0.057 7.74 (0.95-82.04) 0.06 2.54 (0.95-7.60) 
Tumor size (> 4 cm) 0.062 12.28 (0.89-245.82) 0.11 0.54 (0.26-1.16) 
Gender (male) 0.13 3.86 (0.70-28.33) 0.93 1.03 (0.51-2.17) 
HPV (positive) 0.41 2.04 (0.35-11.60) --- --- 
Smoking history (yes) 0.73 1.32 (0.29-7.06) 0.20 1.70 (0.76-4.09) 
Alcohol history (yes) 0.80 0.78 (0.10-4.47) --- --- 
                                    Progression-free survival multivariate analysis 
 P HR (95% CI) P HR (95% CI) 
miR-18a (high) 0.002 6.89 (1.97-29.86) 0.004 3.13 (1.40-7.80) 
Node status (positive) 0.032 4.05 (1.12-15.36) 0.97 0.99 (0.52-1.93) 
miR-548b (high) 0.058 0.23 (0.04-1.05) 0.094 0.57 (0.28-1.10) 
Axl (high) 0.078 3.20 (0.88-13.65) 0.0004 3.37 (1.74-6.49) 
Age (>50 years) 0.093 4.11 (0.80-25.79) 0.034 2.44 (1.07-6.04) 
Alcohol history (yes) 0.23 2.47 (0.53-10.43) --- --- 
HPV (positive) 0.31 2.02 (0.49-7.65) --- --- 
Gender (male) 0.51 1.64 (0.38-7.66) 0.35 1.36 (0.72-2.66) 
Tumor size (> 4 cm) 0.56 1.81 (0.24-13.26) 0.38 0.75 (0.40-1.44) 
Smoking history (yes) 0.65 1.37 (0.37-6.29) 0.76 0.90 (0.46-1.79) 
 
 
NOTE: The TCGA cohort was not adjusted for HPV and alcohol use, due to a high number 













To assess the regulatory function of miRNAs in SCCOT, we performed a large 
miRNA screening, and determined the clinical value of miRNAs expression in our 
institutional group of patients. Our results suggest that the expression levels of 
miR- 92a, miR-18a, miR-103, miR-205, and miR-548b can be useful prognostic 
tools. Past reports have also evaluated the role of miRNAs in HNSCC and in other 
cancers sites. Zhang et al. have shown that miR-92a expression was an 
unfavorable prognostic marker 31 for nasopharyngeal carcinoma, while the co- 
expression of miR-18a and miR-92 as part of the miR-17/92 cluster, also known 
as oncomiR-1,32 was associated to worst prognostic outcomes in esophageal 
squamous cell carcinoma.33 Among other identified miRNAs, previous studies 
also reported that miR-103 is an unfavorable prognostic factor for breast and 
colorectal cancer,34,35 while miR-103 appears as a poor prognostic marker in 
endometrial and early stage non-small-cell lung cancer.36 In addition, expression 
of miR-548b was noted to be an important indicator of good prognostic outcomes 
for Axl-driven non-small-cell lung cancer.37  
Although we noted differences in data significance between the CHUM and TCGA 
cohorts using the univariate analysis, these findings may be explained by 
distinctive cohort characteristics, such as tumor stage and pathological grade. 
These differences would thus be explained by initially different tumor tissues 




   
42 
required larger tumor samples (≥1 cm) in comparison to the CHUM biobank 
samples (≥0.5 cm), suggesting that tumors with higher staging and pathological 
grade were preferentially collected in the TCGA group. This could also explain why 
optimized thresholds found using ROC curves for survival analysis in the TCGA 
cohort had a larger percentage of patients in the high group for the deleterious 
miRNAs and in the low group for the protective miR-548b.  
Multivariate analysis was used to confirm the predictive value of the identified 
candidate miRNAs in both cohorts. Correlations between miR-92a, miR-103, miR-
18a, and miR- 205 are very strong with quite high r values for in vivo correlations 
(Table 3). MiR-18a and miR-92a are expected to be correlated as they are 
encoded in the same RNA transcript cluster.32 Therefore, having r values in the 
same range (and sometimes higher) for all six correlations suggests a strong 
common control mechanism. For this reason, we used only one of the four co-
expressed miRNA for the multivariate analysis as we would not be able to 
distinguish the single miRNAs effects in this study. The miR-18a was the only can- 
didate among the four co-expressed miRNAs which was used in the multivariate 
survival analysis, as it had the most significant prognostic value in both cohorts, 
and allowed to avoid redundancy with the exclusion the three other candidates 
(miR-92a, miR-103, and miR-203). In addition, expression of Axl and miR-548 
were included as distinctive risk factors. They appeared as independent prognostic 
factors, which is logical as they are independent regulatory effectors on the PI3K-
Akt pathway (Fig. 2a). The independent prognostic value of those miRNAs was 
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had significantly different clinical tumor characteristics, suggesting their prognostic 
value is relevant during the complete development of the disease.  
Higher hazards ratios are observed in the CHUM cohort in comparison to the 
TCGA cohort. This is explained by the fact we used our in house cohort for 
selection of candidate prognostic factors with a stringent screening strategy, 
hereby ending up with highly significant results. Also, smaller cohorts may lead to 
broader confidence intervals which are observed in our cohort. This is why the 
TCGA cohort is so important in this study as larger confirmation cohort and also 
because it was not used for the selection of the candidate prognostic miRNAs and 
therefore analysis of those miRNAs in that cohort was unbiased. With this in mind, 
it is impressive that the miR-18a prognostic value stays highly significant (p≤ 
0,004) in both cohorts for both overall and progression- free survival, suggesting 
that the four correlating miRNA (miR-18a, miR-92a, miR-103, and miR-203) are 
quite important in SCCOT. Interestingly, removing Axl from the multivariate 
analysis caused a loss of significance for miR-548b in the TCGA cohort, but not in 
the CHUM cohort. Also, miR- 548b was not significantly predictive of progression-
free survival in both cohorts and its multivariate p values were always lower than 
those of miR-18a and Axl in both cohorts and for both overall and progression-free 
survival. This suggests that miR-548b effect might be less important than those of 
miR-18a or Axl.  
An inverse correlation between PTEN expression and miR-18a, miR-92a, miR-
103, and miR-205 was predicted in silico and confirmed in the SCCOT cohorts. 
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significant inverse correlations with PTEN regulation, and appear to have an 
interesting predictive value in our multivariate model. PTEN is a known prognostic 
factor in SCCOT, which interestingly appears to be a common target for the co-
expressed miRNAs.38 These co-expressed miRNAs seem to have a global 
prognostic effect, not only through expressing of miR-18a, as observed in the 
multivariate model, but more as effectors to a common target. PTEN is an 
important tumor suppressor which downregulates the PI3K/Akt pathway by 
catalyzing dephosphorylation of PIP3.39 Although PTEN mutations have been 
often reported in other cancers subtypes, it appears rarely affected in head and 
neck carcinomas,40 therefore suggesting a logical anticancer target for miRNAs. 
PTEN regulation through expression of miR-92a has been demonstrated in 
nasopharyngeal carcinoma and linked to a poor overall survival and disease-free 
survival.31 In addition, downregulation of PTEN in association to miR-103, miR-
18a, and miR-205 regulation has also been established in other tissues, including 
the nasopharynx.41–45  
An inverse correlation between ACTN4 expression and miR-548b was predicted 
in silico and confirmed in the SCCOT cohorts. Our results suggest that miR-548b 
expression appears to be a protective prognostic marker, which has seldom been 
previously reported in cancer studies. ACTN4 is considered an important PIP3-
dependant regulator of Akt, which binds Akt and translocates with it as a complex 
to the nuclear membrane and specific silencing of ACTN using siRNA is shown to 
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cell carcinoma cell lines, ACTN4 silencing has also been attributed to reduce 
cancer invasion potential.47 Nevertheless, specific regulatory mechanisms by 
which this process promotes patient survival require further investigations. It 
should also be stated that other relevant targets independent of the PI3K-Akt axis 
may exist, and would thus have interesting prognostic value in association to 
miRNAs expression.  
In this study, we note that the three reported independent predictive factors (the 
miR-18a/miR-92a/mir-103/miR-203 signature, miR-548b, and Axl) appear to show 
an interesting common association to the PI3K–Akt axis. Specific targeting of the 
PI3K axis has been recently reported to promising clinical outcomes.19,20 Three 
FDA approved therapeutic agents for HNSCC are currently available, including 
cetuximab, targeting EGFR, through an upstream regulatory effect on the PI3K-
Akt axis,48 and anti-PD-1 immune checkpoint inhibitors pembrolizumab and 
nivolumab, which inhibit immune invasion by blocking the interaction between T-
cell PD-1 and tumor cell PD-L1.49 Ritprajak et al. have previously shown that PI3K 
promotes PD-L1 expression in mouse HNSCC and in human oral squamous cell 
carcinoma.50 We suggest that modulation of miR-548b, miR-18a, miR-92a, miR-
103, and/or miR-203 expression level may confer additional therapeutic benefits 
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In summary, this work used two independent cohorts to discover and validate two 
novel prognostic tools for SCCOT, including the ACTN4 inversely correlated miR-
548b and the PTEN inversely correlated miRNA cluster group consisting of miR-
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Please refer to the available online data for the following tables;  
 
Supporting information table S1.  
Supporting information table S2.  
Supporting information table S3. 
Supporting information table S4. 
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Supporting information table S6. 
Robust correlations p values and slopes for the two independent cohorts 
 
CHUM cohort      
 miR-92a miR-103 miR-18a mIR-205 miR-548b 
ACTN4 0.80 0.96 0.13 0.36 0.50 
PTEN 0.021 0.13 0.005 0.003 0.40 
TCGA cohort      
 miR-92a miR-103 miR-18a mIR-205 miR-548b 
ACTN4 0.64 0.22 0.27 0.68 < 0.0001 
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Supporting information table S7.  
Multivariate likelihood ratio test for the two independent cohorts for survival and 
progression-free survival analysis, without Axl. 
 
 
  CHUM cohort TCGA cohort 
  p HR (95% CI) p HR (95% CI) 
                               Overall survival multivariate analysis 
miR-18a (high) 0.003 6.72 (1.87-29.54) 0.015 2.98 (1.22-8.96) 
miR-548b (high) 0.007 0.09 (0.008-0.57) 0.070 0.50 (0.22-1.06) 
Node status (positive) 0.017 4.87 (1.32-20.82) 0.57 0.82 (0.42-1.65) 
Tumor size (> 4 cm) 0.12 6.42 (0.60-82.09) 0.12 0.58 (0.30-1.17) 
Age (>50 years) 0.30 2.25 (0.48-11.83) 0.58 1.27 (0.55-3.24) 
Smoking history (yes) 0.48 0.62 (0.17-2.51) 0.076 1.99 (0.93-4.55) 
Gender (male) 0.54 1.47 (0.43-5.52) 0.42 0.75 (0.38-1.53) 
Alcohol history (yes) 0.56 0.60 (0.08-3.06) --- --- 
HPV (positive) 0.66 1.42 (0.27-6.58) --- --- 
                                     Progression free survival multivariate analysis 
miR-18a (high) 0.002 6.20 (1.96-23.52) 0.032 2.24 (1.07-5.31) 
Node status (positive) 0.006 5.11 (1.59-17.94) 0.47 0.80 (0.45-1.48) 
miR-548b (high) 0.053 0.24 (0.04-1.02) 0.092 0.57 (0.28-1.09) 
Age (>50 years) 0.25 2.29 (0.09-1.79) 0.34 1.43 (0.70-3.16) 
Alcohol history (yes) 0.25 2.40 (0.52-10.31) --- --- 
HPV (positive) 0.31 2.03 (0.49-7.52) --- --- 
Tumor size (> 4 cm) 0.68 1.50 (0.21-10.28) 0.42 0.78 (0.43-1.45) 
Gender (male) 0.90 0.92 (0.26-3.28) 0.90 0.96 (0.53-1.80) 
Smoking history (yes) 0.91 0.93 (0.27-3.52) 0.92 0.97 (0.81-1.85) 
 
NOTE: The TCGA cohort was not adjusted for HPV and alcohol use, due to a high 















Dans cette étude, nous avons effectué une analyse ciblée de l’expression des 
micro-ARNs dans les carcinomes épidermoïdes de la langue mobile. Le profil 
d’expression des micro-ARNs identifiés a servi comme marqueur pronostic 
reproductible. Nous avons ainsi identifié une co-expression de 4 micro-ARNs et 
une surexpression du miR-548b, ciblant respectivement les gènes PTEN et 
ACTN4. Nos résultats suggèrent que ces miRs sont spécifiquement surexprimés 
dans les cancers de la langue mobile, et permettent de caractériser de manière 
distincte ce type de tumeurs. Il a été possible de valider nos résultats par l’analyse 
d’une deuxième population indépendante (TCGA) aux caractéristiques tumorales 
et démographiques distinctes.  
 
Par ailleurs, l’utilisation intégrée d’analyses bio-informatiques a permis d’évaluer 
l’implication des micro-ARNs identifiés dans la régulation de leurs gènes cibles, et 
d’établir leur rôle dans la voie de signalisation PI3K, fréquemment altérée dans les 
cancers tête et cou 76. La voie PI3K/AKT contribue à la croissance tumorale et 
possède un potentiel métastatique préalablement décrit dans les cancers de la 
cavité orale 77.  L’activation de la voie Phosphoinositide 3-kinase (PI3K / AKT) 
débute par une initiation au niveau du récepteur de croissance épithéliale (EGFR), 
qui déclenche une cascade d’évènements activateurs de kinases, de transcription 
et de traduction 76. Plusieurs études suggèrent une hausse de l’expression du PIK3 
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aux sujets sains 78. De plus, dans une étude récente du Centre MD Anderson 79, 
on rapporte que l’activation de la voie de signalisation AXL-PI3K augmente 
conjointement l’expression du marqueur immunitaire PD-L1, et apparait liée à un 
phénomène de radiorésistance pour les cancers de la tête et du cou. Ainsi, il est 
est possible d’affirmer, à la lumière de nos résultats, qu’il existe une implication 
importante de la voie de signalisation PI3K dans le développement des 
carcinomes de la langue mobile, par une régulation post-transcriptionnelle des 
miRs.  
 
Suite à nos résultats, on note une valeur pronostic fiable des 4 micro-ARNs co-
exprimés, soit le miR-18a, 92a, 103 et 203. En effet, on observe une association 
significative entre l’expression de ces miRs et la survie globale des patients, 
reproductible dans les deux populations à l’étude (CHUM et TCGA). Cette 
validation observée uniquement pour les quatre miRs co-exprimés, suggère que 
la régulation du gène PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome 10) joue un rôle plus important dans le processus d’oncogenèse que 
la régulation d’ATCN4. La réduction d’expression du gène PTEN, agissant comme 
suppresseur de tumeur, occasionne une perte de régulation des voies de 
signalisation cellulaires, favorisant la survie cellulaire, la prolifération tumorale et 
le développement de métastases 80. La méthylation du promoteur de PTEN a par 
ailleurs été démontrée dans plusieurs types de cancers 81-82. De plus, il a été 
démontré que malgré l’absence de mutation observée dans les lignées cellulaires 
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d’ARNm du gène PTEN en comparaison aux tissus sains 83. Dans une revue 
récente, on rapporte que près de 80% de la réduction de l’expression du gène 
PTEN dans les tissus tumoraux est associée à une hyperméthylation du promoteur 
du gène. Ces résultats renforcent donc l’importance de PTEN dans la 
carcinogénèse des CECO.   
 
Parmi les nombreux miRs cibles rapportés dans la littérature, le miR-21 demeure 
le plus étudié. Ce dernier démontre une surexpression et activité oncogénique 
augmentées dans les carcinomes épidermoïdes de la langue mobile 85. On 
suggère que la hausse d’expression du miR-21 est associée à une réduction des 
taux d’expression de tropmyosine 1 (TPM1) et du gène PTEN, causant une 
réduction de l’apoptose cellulaire 65. Par ailleurs, l’inactivation du miR-21, 
effectuée par l’ajout de l’anti-miR-21, a démontrée une réduction de l’apoptose et 
de la croissance cellulaire au sein des lignées cellulaires de carcinomes 
épidermoïdes de langue mobile 65. Dans notre étude, malgré qu’il n’y avait pas de 
surexpression significative du miR-21, la co-expression des 4 miR-cibles identifiés 
semble toutefois favoriser une régulation commune du gène PTEN.  
 
En plus de leurs fonctions régulatrices agissant sur une multitude de gènes, les 
micro-ARNs possèdent également des caractéristiques idéales permettant des 
prélèvements fiables dans des échantillons de salives 86 et au niveau plasmatique 
87. Ces taux circulants de micro-ARNs résultent d’une libération systémique 
médiée par les cellules tumorales, qui demeure dépendante de la tumeur primaire. 
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succès chez les patients avec CECO 88. Les prélèvements salivaires constituent 
un moyen plus accessible et relativement peu dispendieux, pouvant servir comme 
substrat idéal dans l’évaluation des micro-ARNs en tant que biomarqueurs 
tumoraux 88. 
 
L’amélioration des connaissances à l’égard de l’implication des miRs dans le 
développement tumoral a permis l’émergence de nouvelles thérapies ciblées 89. 
L’objectif de la thérapie par miRs vise à une augmentation de l’expression de miRs 
suppresseurs de tumeurs et une diminution de l’expression des miRs oncogènes. 
Des miRs synthétiques (agomiRs) 90, sont actuellement mis à l’étude dans le but 
d’augmenter l’expression de miRs suppresseurs de tumeurs. La transfection des 
ces miRs dans des lignes cellulaires de CECO a été démontrée prometteuse et a 
été associée à une réduction de la croissance cellulaire in vitro 91. De plus, des 
inhibiteurs de miRs, tel que les anti-miRNA oligonucléotides, sont actuellement en 
développement dans le but de restreindre la fonction oncogène de certains miRs 
par une liaison à leur séquence complémentaire65. 
 
La résistance aux agents de chimiothérapie demeure une cause non-négligeable 
d’échec thérapeutique. Dans l’étude de Yu et al. 92, les auteurs ont évalué l’effet 
des miRs comme source de chimiorésistance dans les CECO. Les auteurs ont 
démontré une distinction entre le profil d’expression des miRs observé dans les 
lignées tumorales de la langue mobile résistantes au cisplatin et les lignées 
sensibles. Dans cette étude, le miR-21 a plutôt démontré des propriétés de 








L’implication des micro-ARNs dans le processus de carcinogénèse semble 
prendre de plus en plus d’importance pour les cancers de la cavité orale. En 
relevant le profil d’expression de micro-ARNs spécifiques aux carcinomes 
épidermoïdes de la langue mobile, il a été possible de déterminer leur impact 
pronostic et leur fonction régulatrice dans la voie de signalisation PI3K/AKT. Par 
ailleurs, l’émergence des miRs offre un vaste répertoire d’applications potentielles, 
incluant un rôle diagnostique, pronostique, et thérapeutique. Toutefois, l’évaluation 
de l’efficacité thérapeutique par la modulation des miRs identifiés nécessite une 
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